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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
動 物 の初 期発 生 な らび に分 化 に は、 各 発生 段 階 に特 異 的 な多 種 多様 な タンパ ク質 因
子 が 関 わ る こ とが 近 年急 速 に明 ら か に され て きた 。 しか し、発 生 、 分 化研 究 の 多 くの
実験 系 にお い て、 重 要 な機 能 を果 た す タ ンパ ク質 因子 の 多 くが 未 だ単 離 同定 され て い
な いの も事 実 であ る 。受 精 後 、 多 様 に増殖 、分 化 して い く細 胞 群 が 、規 則 的 に配置 ま
た は移 動 し、種 々 の組 織 か らな る 一 つ の個 体 を形 成 す る こ とが 初 期発 生 であ り、 こ の
こ とを考 え れ ば、細胞 ど う しの 物 理 的 また機 能的 接 着 は 、 形 態 形成 の重 要 な側 面 で あ
る こ とは 明 らかで あ る。 生 体 の 中 で は 細胞 は 、常 に隣 の 細 胞 また は細 胞 外 マ トリ ック
ス と接 して お り、細 胞 膜 表 面 に存 在 す る細 胞 接 着 分 子 は 、 隣 り合 う細 胞 を認 識 して い
る と考 え られ る。 こ の時 、細 胞 接 着分 子 は物 理 的 な接 着 の み な らず 、細 胞 間 の情 報 伝
達 に も関 与 しうる し、 ま た他 の分 子 が 情報 伝 達 す る場 を提 供 して い る 可能性 も考 え ら
れ る。
最近 の遺 伝 子工 学 の発 達 に よ り、 同定 され た細 胞 接 着 分 子 は 、 急速 にそ の数 を増 や
して きて い る。 こ れ らの 分子 は 、推 定 または 部 分 ア ミノ 酸 配列 に よ りい くつ かの 遺 伝
子 フ ァ ミ リーに属 して い る こ とが 明 らか とな って い る 。
本 研 究 は、細胞 接 着 分子 め1つ の フ ァ ミ リー であ る免 疫 グ ロブ リ ンス ーパ ー フ ァミ リー
に属 す る新 規遺 伝 子ZOV3に 関 す る もので あ るの で 、 免 疫 グ ロブ リンス ーパ ー フ ァ ミ
リー につ い て記 す こ とに す る。 こ の遺 伝 子 フ ァ ミ リー に属 す る細 胞 接 着 タンパ ク質 分
子 は 、全 て 細胞 外 領 域 に免 疫 グ ロ ブ リ ン様 領 域 と呼 ば れ る2つ の シス テ イ ン残 基 が ジ ス
ル フィ ド結 合す る と考 え られ る構 造 上 の特 徴 を持 つ が 、 そ の よ う な領 域 の数 や細 胞 内
領 域 の ア ミノ酸配 列 な ど によ り さ らに い くつ か の サ ブ タ イ プに分 類 で きる。 最:も早 く
同定 され た分子 は、 初期 神 経 発 生 中、 また は 成体 の神 経 系 に発 現 す るneuralceUadhesion
molecule(以下N-CAMと 略記 す)で あ る。N-CAMは 、細 胞 外 領 域 に5個 の免 疫 グ ロ ブ
リン様領 域 を有 し、 第3番 巨の領 域 の約10アミノ酸 が細 胞 接 着 に関 わ る こ とが知 られ て
い る。 また この分子 は神経 系 にお い て、神 経 細胞 、 グ リア細胞 と もに発 現 して い るが 、
両 細 胞 が 接 着す る こ とに よ りグ リア細 胞 の 増殖 が抑 え られ る こ とも示 されて い る。 こ
の現 象 は 、 グ リア 細胞 にN-CAMの 一 部 の ペ プ チ ド断 片 を加 える こ とで再 現 され る の
でN-CAMが ホ モ フィ リ ッ クに 接 着 す る こ とで起 こ る と考 え られ 、細 胞 の物 理 的接 着
以 外 に何 らかの信 号 が細 胞 内 に伝 達 され る こ とを示 唆 してい る。N-CAMは 細 胞 内 領
域 の 大 き さや免疫 グ ロ ブ リン様 領 域 の 数 な ど か ら、本研 究 のZOV3と は多 少異 な る タ
イ プの細 胞 接着分 子 であ る。 しか しな が ら、ZOV3と ア ミノ酸 配 列 の相 同 性 は低 い な
が らも極 め て構造 の似 て い るHT7抗 原 や5A11抗原 な ど も、網 膜 にお い て ほぼ 同様 の
機 能 を有 す る こ とが知'られ て い る。 本研 究 は 、著 者 の所 属 す る研 究 室 で 、先 に斎 藤 靖
史 、 小野 裕 之 らに よ りニ ワ トリ卵 巣 のcDNAラ イ ブ ラ リー よ り単 離 され たZOV3の
組 織 特異 的 な転写 の解 析 、卵 巣 細 胞 に お け る タンパ ク質 の 性状 の解 析 、生 殖腺 発 生段
階 にお け るZOV3発 現細 胞 の 同定 を行 う こ とで 、ZOV3の 卵 巣 分 化 及 び機 能 発 現 に
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お ける 役割 を追 求す る こ と を 目的 と した 。
第2章ZOV3.遺 伝子の組織特異的発 現 と全 長cDNAの 取得
著 者 の所 属 す る研 究 室 で は ニ ワ トリの 卵 巣 分 化 を研 究 す る 目的 で 、 現 在 まで に初 期
卵 巣 で 比 較的 高発 現 して い る と考 え られ る数 種 のcDNAク ロー ン を単 離 してい る 。
本 研 究 で は 、 こ の 中 の1ク ロ ー ンで 、後 に斎 藤 靖 史 らに よ り全 翻 訳領 域 を含 むcDNA
ク ロー ンが単 離 され たZOV3遺 伝 子 に つ い て解 析 した。 本 遺 伝 子 は 、斎藤 らに よ りニ
ワ トリ雌 雄共 通 の性 染 色 体 で あ るZ染 色 体 上 の 遺 伝 子 で あ る こ とが 示 され 、 ま た推 定
ア ミ『ノ酸 配列 か ら細 胞 接 着 に関 わ る タ ンパ ク質 に見 られ る構 造上 の 特 徴 を有す る もの
で あ った 。Fig.1にzOv3タ ンパ ク質 の推 定 構 造 模 式 図 を示 した 。
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Fig.lAschematicmodelofthestructureof
chickenZOV3protein.Circlesformedbya
d⊥sulphidebondinanextraceユlular
domainrepresentpossibleimmunoglobulin
domains.PutativeN-glycosylationsites
aremarkedwithbrancheshavingsmall
circlesattheirends.Membrane-spanning
domainandashortcytoplasmicdomain
arealsoindicated.
COON
著 者 は、ZOV3タ ンパ ク質が 、卵 巣 の分 化 、機 能発 現 に関 わ る可能性 を検 討 す るた め、
まずZOV3遺 伝 子 の転 写 の組 織特 異性 とそのmRNAの サ イズ を確 認 す る こ とに した。
Flg.2Aに ニ ワ トリ各 組 織 か ら抽 出 した全RNA、Flg.2Bにpoly(AγRNAに 対 す
る ノー ザ ン解 析 の結 果 を示 した が 、卵 巣 以 外 に も精 巣 で比 較 的 強 い発 現 が 、 副 腎、 腎.
臓 、脾臓 で ご く弱 い発 現 が 見 られ,た6成 鳥 精巣 に お い て は 、殆 どZQV3mRNAは 検
出 され な か っ た が 、 この 結 果 は後 の組 織 切 片 に 対 す る 間接 蛍 光抗 体 法 に よ って 明 らか
に され たZOV3タ ンパ ク質 の挙 動 とよ く一致 す る もの で あ る。 また そ のmRNAサ イ
ズ は約4.8kbであ り、 斎 藤 らが得 た.cDNAク ロ ー ンは 、約400べ一 ス程mRNAの 全
長 よ りも短 い と考 え られ たの で 、完 全 長 のcDNAを 単 離す る こ とに した。・まず40日
齢 ビナ卵 巣 のcDNAラ イ ブ ラ リー を45万クロ ー ンス ク リrニ ン グ した.そ め結 果.、..
斎 藤 らのcDNAク.ロ ー ンp.ZOV.3よりは 、5閣側 に伸 長 したcDNAク ロー.ンを得 た.・
が 、 まだ 全 長.とは サ イ ズ が異 な って い だ ため 、更 に産 卵 鶏 の穎 粒膜 細 胞 由来 のcDN
Aラ イブ ラ リー をス ク リーニ ング し、 ノ ーザ ン解析 の サ イズ とよ く一 致す るcDNA
クロ ー ンを得 た 。 このcDNAク ロ ー ンの一 部 の 両鎖 の塩 基 配列 を決 定 した ところ 、
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pZOV3よ り も5'側に241b伸長 した.cDNAク ロー ンであ る こ と が明 らか に な った 。
Flg.3にZOV3の5'非 翻 訳 領域 と一 部 の翻 訳 領 域 のcDNA配 列 を示 した。poiy(A)テ
イル が約80から200ヌク レオ チ ド結 合 す る こ とを考 え る と 本 解 析 の 結 果 得 られ たcD
NAク ロ ー ンは 、ZOV3mRNAの ほ ぼ全 長 に対 応 す る と考 え られ た。 この結 果 ・Z
OV3は 通 常 のcDNAよ り極 めて 大 きい51非翻 訳領 域 を有 す る こ とが 明 らか に なっ た。
また 今 回 得 たcDNAク ロ ー ンの 配 列 は 、pZOV3と 開 始 メ チ オ ニ ン とそ の まわ りの.
塩 基 配 列 を含 め全 て一 致 してお り、 この塩 基 配列 が主 要 なmRNAの もの と考 え られ
た。Fig.2Cに は 、 ウズ ラの大 卵胞 全RNAと マ ウス精巣poly(A)ゆRNAに対す る ノー
ザ ン解 析 の結 果 を示 したが 、 ウ ズ ラ に おい て ニ ワ トリZOV3mRNAよ り低 分 子 の とこ
ろ にバ ン ドが検 出 され た。
ABC
123456789101ユ121234567 、8gユ011
kb「 し.一」1・・さ☆.∴'ぞk・㌧≧ぎ∫・∫ヒき'1・∫… 樽「
づ り 一・一 二,㌧-庶 でミ ご∫:一 ・一 一三蓄2嘱 一e
l:募=:議ξ;蒋託1鷺篶 鎮野
1:1=楼1:一/煮1溶づ「
、.、_藁}弓 一き∴.ぞ..
Q.24一
12
Fig.2
A:NorthernblotanalysisoftotalRNAsfromvariouschickentissues
probedwiththe32P-labeledcodingsequenceoftheZOV3cDNA.RNA
sampleswereobtainedfrom6Q-dayovary{lanel),testis(lane2),
lung(lane3》,liver(lane4》,spleen(ユane5》,hear七《1ane6》,kidney(1aneフ),
adrenalgland(lane8),adrenalgland(lane9),300-daytestis(lanelO),
adrenalgland(lanell)andbrain(lanel2).Samplesinlanes1,3to8
wereobtainedfrom60-dayfe皿ale31anes2and9werefrom60-day
malelanes10to12werefroma300-daymalechicken.
B:Northernblotanalysisofpoly(A)+RNAsfromvariouschicken
tissues.RNAsamplesinlaneslto8werethesameasinA.Samples
inlanesgtollwerefroma300-daymalechicken;adrenalgland
(lane9),brain(lanelO)andtestis(lanell).
C:NorthernblotanalysisoftotalRNAfromlargefolliclesof
Japanesequail(lanel)andpoly(A)+RNAfrommousetestis{lane2).
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cユ011e2・嚥CGCGCTCCTTCCCTCAGGAGCCGTCCCAGCGGTGCCGCCGAGGTTCCCTCCGGCGGGGGCGGCC
71CCGCAGCAACGGCACCTCCAGACTGCGAAGATAACCGCCCTCAGCGCGGCCCGACCGAGGCGGGAGGGGC
141TOOOCCCCGCTGCCTACCGCTCCCACGTACGCCCTCCCGCCCATAAAGCCGGCCCGGCCCCGCTGCTTGC
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351CCTTCCCAGCCGCCGCGGCCCTCTGCGGGGCCCGGGCCGGCTGTCTGCTGGCTGTCTGCAAGCCGCCGGG
421C㏄G㏄GGGGCGGCCCCGG肥 ㏄G㏄GCGGAGCGTG「門!C(㎜ ㏄GGG為G「1}CCGGCGG「野 GGCG㏄G「じ
491GCTGGCCGGCTTCTGCCGCGGGCACCCGGGGCGGCTGGTGCGGCTGCTGCTGTTCTGCCTCTGCCTCCCG
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Fig.3Nucleotideanddeducedaminoacidsequencesof
the5'regionofdifferentZOV3cDNAclones.
a}originallyisolatedbyY・sai・ ヒohetalの
第3章 ZOV3断 片 の 大腸 菌 での 発 現 と ポ リク ロー ナ ル 抗体 の取 得
ZOV3のcDNA構 造 、 な らび にmRNA発 現の 組織 特 異性 が 明 らか にな った ので 、
次 に卵 巣 にお けるZOV3タ ンパ ク 質 の性 質 と発 現 細 胞 を調 べ るた め に有 効 な抗 血 清 を
得 る こ とに した 。先 ず 、ZOV3ア ミノ 酸 配 列.を大腸 菌 で発 現 させ る こ と を試 み た。
Fig。4に発 現 させ たZOV3の 領 域 を示 した が 、マ ル トース 結 合 タ ンパ ク 質(MBPと
略 記 す)との融 合 タンパ ク質 か ま た は6残基 の ヒス チ ジ ン を含 む タグ(6×Hisと 略 記す)
との融 合 タ ンパ ク質 と してZOV3を 発 現 させ た 。 こ れ は精 製 の作 業 を簡 便 にす る ため
で あ るが 、 中 にはLl領 域 の様 に、 マ ウス にお い て殆 ど抗 原 性 を示 さ ない もの もあ り、
主 に解析 にはNT領 域 で得 た抗 血 清 かCH領 域 で得 た抗 血 清 を用 い た 。他 の抗血 清 は、
これ らの抗 血清 で得 た結果 を確 認 す る の に 用 い た。
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coox一
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XA16 一
:FZregion(fullZOV3)
:CHregion(carboxyhalfofZOV3)
:NHregion(aminohalfofZOV3)
3柵reqion(a皿inote=皿inalofZ.OV3)
:Llregionloop1)
Fig.4SchematicrepresentationofZOV3
proteinsproducedinE.σoユ ゴ.
fusion
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Fig,5Aに 大腸 菌 に お
け るNT領 域 の誘 導 発
現 とそ の 精製 物 の 電 気
泳 動 後 の 銀染 色 写 真 牽
示 し、Flg.5Bに 得 ら
一れ た抗 血 清 を用 いた ウエ
ス タ ン解 析 の結 果 を示 し
た 。結 果 は示 さ ない が 、
これ らの 各発 現 実 験 か ら
ZOV3は ア ミノ末 端 と
カ ル ボ キ シ末 端 に高 い抗
原性 が あ る こ とが 示 唆 さ
れ た 。
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Fig.5Silverstaining(A)andwesternblot
analysiswithantiserumagainstN'Pregion
peptide(Bl.forE・ σoヱゴ 七◎talproセei轟and
purifiedNTregionpeptide.Lanel:induced
E.coliM15[pREP4],lane2:non-induced
E.coliM15[pREP4]containingNTregion
expressionplasmid,lane3:inducedE.coli
M15[pREP4]containingNTregion
expressionplasmid,lane4:purifiedNT
regionpeptide.
第4章 卵巣細胞 におけるZOV3タ ンパク質の発現解析
次 にZOV3に 対 す る抗 血 清 を用 い て 、卵 巣 細胞 に お け るZOV3タ ンパ ク質の 解析
を行 った 。Fig.6に 産卵 鶏 卵 巣 の 顯粒 膜 、 な らび に爽 膜 細 胞 層 か ら得 た膜 濃 縮 画分
に 対 して ウエ ス タ ン解 析 を行 った結 果 を示 した 。免 疫 グ ロ ブ リンス ーパ ー フ ァ ミリー
タ ンパ ク質 は 、多 くの場 合 、 アス パ ラ ギ ン結 合 型糖 鎖 を持 ち、 高 分子 の ス メア ー状 の
シ グ ナ ルが 示 され て い る。ZOV3も 生.体内 で は 、糖鎖 が付 加 され た形 で存 在 す る こ と
を示 唆 す る結 果 で あ っ たの で 、 次 に卵 巣 タ ンパ ク質 を 、N一グ リ コシ ダーゼF処 理 す る
こ とに よ り、 脱糖 鎖 す る こ と を試 み た。cDNAか ら予 想 され る分子 質 量36.6kDaとは
異 な るが 約40kDaに低 分 子 量 化 が 見 られ た 。.発現 量 は、穎 粒 膜 細 胞 よ り も棊 膜細 胞 の 方
が 多 い と考 え られ たが 、 簡便 に均 一 な初 代 培 養細 胞 が調 製 で きる穎 粒 膜 細胞 を用 い て
間 接 蛍 光 抗体 法 に よ る検 出 を行 っ た(Figフ)。 結 果.は、.穎粒 膜 細胞 の細 胞 膜 と思 わ れ
る 部 分 に ザ ナ 嘩 騨 し・ また細 胞 ど う しが接 着 して い る部 分 に特 に写童.いシ グナ ・ゼ
を検 出 した 。 こρ シグ ナ ルは 、初 代 ニ ワ トリ胚性 繊 維 芽 細 胞 また は ウ ズ ラの培 養細 胞
で あ るQT6を 用 い た場 合 に は検 出 され な か っ た.こ.れ らの こ とか らZO.V3が 、卵 巣
で 登 現 し、機 能 す る新 規 の.膜タ ンパ ク質 で あ る こ とが示 唆 され た:,
一188一
kDa
20
A
li
97
ヱ2
B
12
6
45
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第5章 生殖腺 分化過程で のZOV3タ ンパク質 の発現部位o)解析
第4章までに、産卵鶏卵果 においてZOV .3が膜 タンパ ク質 として機能.してい る可能
性が示唆 されたので・卵巣 な・ダ ・対 彫 して.の糠 分依 お,けうZ・V3・ ・バ ク質
の機能 を知 る手 がか りと しで 雌 雄 チ・U切 蛇 麟 生興 のバ ラ7イ ン包埋切片
に対す る間接蛍光抗体 法 を試 みた。本解 析は、国立精神神経セ ンター神.経研究所の菊
池建機モ デル動物開発部長 と.中林修氏 との協 同研究 により行 った。組織切片 に対 して
抗体 を働 かせ る場合 には、.標的 タンパ ク質の抗原性の保持 が問題 となるため.に、固定
条件や 包埋 条件の検討が必要になるが、本研究では、』「前固定 な しの凍結切片 とパ ラホ
ルムア.ルデ ピ ド固定 しパ ラフィン包埋 した もので比べてみた(Figβ)。結果 は凍結切
片の方 が多少バ ックグラウン ドが低 い様に も思lb鞄たが、両方法 ともほ1騨同様め良好
な シ グ ナ ル を 与 え たの で 、凍 結 切片 に比 べ て比 較 的 簡 便 で組 織 の形 態 保 持 の.良い パ ラ
フ ィ ン包埋 切 片 を用 い て 解 析 を進 め た.卵 巣 、精 巣 と もに 、異 な る発 生 段 階 の 切 片 に
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対 して間接蛍光抗体法 を試みた。卵巣では初 め髄質で強い発現がみ られ るが・皮 質が
発達す るにつれて 、皮質 に発 現が移 り、穎粒 膜細胞の 出現に伴 って皮質中の主に顎粒
膜細胞で発現が見 られる ように なった。 また産卵鶏の卵胞 では、穎粒膜細胞 と外棊膜
細胞層中の繊維芽細胞では ない細胞に発現が見 られた(Fig.9)。精巣は、始め卵巣
と大差 な く発現 しているが、分 化する にっれて発現は弱 くな り、精子形成能を有す る
時期 には全 く検出で きな くなっ た。
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Fig.8工ndirecti㎜unofluorescencefor
thinsectionsofchickenovary
withantiserumagainstNT
regionpeptide.Theovarieswere
obtainedfrom28-daychicken
(frozensection)or31-day
chickenparaffinsection).
thickness
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第6章ZOV3タ ンパク質の細胞接着性の検 討
免 疫 グ ロブ リ ンス ーパ ー フ ァ ミ リー タ ンパ ク質 は 、 一部 の例外 を 除 き、そ の機 能 の
一 部 と して細胞 接 着 能 を有 して い るの でZOV3も 細 胞 接 着 能 を有 す るか 否 か を解 析 し
た。 第S章 の解 析 で 英 膜 細胞 層 でZOV3を 発 現 して い る細胞 は一部 で あ る こ とと 、穎
粒 膜 細 胞 は簡 便 に調 製 で き る こ とか ら、本 解析 に は穎 粒 膜 細胞 を用 い る ζ とに した。
まず 産 卵 鶏 の卵 巣 穎 粒膜 細 胞 を調 製 し、 その 細胞 に 、抗 血 清 を加 えて 試験 管培 養 、 も
し くは 静 置培 養 し、細 胞 の ア グ リ ゲー シ ョン に対 す る 影響 を調 べ た。 結 果 は 、 コ ン ト
ロー ル通 常 血清 、ZOV3抗 血 清 と もに細胞 の アグ リゲ ー シ コンに影響 を与 えな か った。
この解析 に用いたのはNT領 域抗血清であるので、本実験 で細胞接着 は阻害 されな く
て もZOV3に 細 胞 接 着能 が ない とは 言 え ない と思 わ れ る。実 際 、 他 の 接着 分 子 に おい
て も細 胞 の接 着 に関 わる ア ミノ酸残 基 は、 か な り限 られて い る し、 接 着 を 阻害 す る モ
ノ ク ロ ー ナル抗 体 の 認識 部 位 も限 定 され てい る こ とが 示 され て い る。
第フ章 総合考察
本研 究 で は、 先 ず 初 め にZOV3mRNA発 現 の組 織 特 異 性 の解 析 を行 っ たが ・ 卵巣
と精 巣 に 比較 的 強 い 発現 が 、 副 腎 、腎 臓 、脾 臓 に ご く弱 い発 現 が見 られ た。 この よ う
に 生殖 腺 に強 く発 現 す る細 胞 接 着 分子 の単 離 報告 は 、現 在 まで の とこ ろ な く・極 め て
興 味 深 く思 わ れ た 。本研 究 で新 た に得 られ たcDNAク ロ ー ンは ・先 に得 られ たpZ
QV3よ り も上 流 側 に241b伸長 した もの で あ るが 、5'側か ら45残基 目の ア ミノ酸 を コー
ドす る塩 基配 列 部分 まで 両 鎖 の塩 基配 列 を決定 した と ころ 、pZOV3と の 重複 部 分 は
塩 基 配列 が完 全 胴 じで 封)、 全 長 もノ ーザ ・舗 の 結果 とほぼ 一致 す る こ とか ら新
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た に得 られ たZOV3cDNAは 、ZOV3遺 伝子 の正 しい転 写産 物 で あ る と考 えた 。
ZOV3mRNAは 、約630bとい う大 きな5'非翻訳 領 域 を もつ が、 同 じ免 疫 グ ロブ リ ン
ス ーパ ー フ ァ ミ リー 遺伝 子 で あ る マ ウ ス のGP-70の場 合 で も676bの5。非 翻 訳 領 域 を.も
っ こ とが 報告 され て い る。 この よ うに長 い5犀非翻訳 領域 の意 義 に つ い て は不 明 で あ る。
ZOV3タ ンパ ク質 の発 現 を解 析 す るた め には 、抗 体 価 の高 い抗 体 を得 る必 要 が あ る
が 、ZOV3は 膜 タ ンパ ク質 で あ る こ とが そ の推 定 ア ミノ酸 配 列 か ら示 唆 され て い た。
膜 タ ンパ ク質 は、 一般 に微 量 で あ り、界 面 活 惨剤 の存 在 な しで は可 溶 化 され ない 。 従
って 一 般 的に は 、 レク チ ン カラ ム、 モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 を用 い た ア フ ィニ テ ィー カ ラ
ム な ど で精 製 され て い る。 今 回 の よ うに抗 体 を予 め持 た ない場 合 に は 、 組織 か らのZ
OV3タ ンパ ク質 の精 製 は困 難 で あ る と予想 され 、 本研 究で は推定 ア ミ ノ酸 配 列 を も と
に した 組 換 え体 プラ ス ミ ドを大 腸 菌 で 誘 導 発 現 させ てZOV3の 部 分 断 片 を得 る こ とに
した 。MBPと の 融 合 タンパ ク質 は、 ア ミロー ス カ ラ ムで 、6×Hlsと の 融 合 タ ンパ
ク 質 は 、 ニ ッケ ル カ ラムで ア フ ィニ テ ィー精 製 した。 こ の よ うに して 得 たZOV3断 片
を 、 マ ウス に免 疫 して抗血 清 を得 た が、NT領 域 に対 す る抗 血清 が最 も抗 体 価 が 高 く、
これ を主 に解析 に用 い 、他 の抗 血 清 は解 析 の確 認 に用 い た 。
ウエ ス タ ン解 析 に よ り、 産卵 鶏 の爽 膜 細 胞 、穎 粒 膜 細 胞 のZOV3タ ンパ ク質 に は糖
鎖 が 付 加 され て い る こ とが 示唆 され た 。 この こ とは、ZOV3推 定 ア ミノ酸 配列 中 に は
7カ所 の ア スパ ラ ギン結 合型 糖鎖 結 合 可能 部位 が存 在 す る こ と、他 の免疫 グロ ブ リンス ー
パ ー フ ァ ミリ ー タ ンパ ク質 も高度 に糖 鎖 を付 加 され た形 で 存在 す る こ と と矛 盾 しな い
と考 え られ る 。卵 巣穎 粒 膜細 胞 の初 代 培 養 に対 す る間 接 蛍光 抗 体 法 に よ る と、ZOV・
3タンパ ク質 は細 胞 膜 に検 出 され 、特 に細 胞 ど う しが接 着 して い る部 分 に 強 い シ グ ナ ル
が検 出 され た 。 また この シ グナ ル は、 初 代 二・ワ トリ胚性 繊維 芽 細胞 ま た は ウズ ラの 培'
養 細 胞 で あ るQT6を 用 いた場 合 に は見 られ なか っ た。 さ らに穎 粒 膜 細 胞 を用 い た場 合
で も免 疫 して い な いマ ウス の通 常 血 清 で は シグ ナ ルは検 出 され なか っ た。 これ らの 結
果 か らZOV3タ ンパ ク 質は.、生 体 内 で糖 鎖 を付 加 され た膜 タンパ ク質 と して存 在 す る
もの と考 え られ た。 しか し、本研 究 で 用 い た方 法 は、生 きた細胞 に 直 接 抗 体 を働 かせ
る方 法 で あ る の で 、細 胞膜 の透 過性 は か な り低 い と考 え られ る。 よっ て 本 タ ンパ ク質
が 膜 に の み存 在 して い る とはい え ない が 、 固定 条 件 の難 しい膜 タ ンパ ク質 の 場 合 に よ
く用 い られ て い る方 法 で あ る。後 の 組 織切 片 に対 す る 間接 蛍 光抗 体 法 で は 、CH領 域
(カル ボ キ シ末 端 側)抗血清 もNT領 域 血 清 とほぼ 同様 の シ グナ ル を与 え る が 、細 胞 に
直 接 反応 させ る とシ グ ナル を与 え なか った 。 この 結果 もZOV3タ ンパ ク質 が 膜 に存 在
す る こ とを支 持 す る と思 われ る。
生 殖 腺 の分 化 過 程 にお け るーZOV3タ ンパ ク質 の発 現 は 、艀 卵 開 始6日 目 の胚 で は雌
雄 ほ ぼ 同程 度 の発 現 が 見 られた 。 また 特 に 強 い シ グナ ル.を与 え る細 胞 は例 外 な く他 の
細胞 よ り も大 型 の 細胞 で あ った 。 この 時期 の始原 生 殖 細 胞 は 大型 の 細 胞 で あ る こ とが
知 られ て お り、 この こ とは始 原生 殖 細 胞 が生 殖腺 に到 達 し留 まる こ と にZOV3タ ンパ
ク質 の相 互 作 用 が 働 い て い る可 能性 を 示唆 す る もの で あ り大 変興 味 深 い 。生 殖 腺 が分
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化 す る に従 って 、精 巣 で の発 現 は8日 目 を境 に滅 少 し、精 子 形 成 能 を 有す る 成 鳥 の 精 巣
で は発 現 は検 出 で きな か った 。 ニ ワ トリ等 の鳥類 の 多 くの種 で は、 卵 巣 は左 卵 巣 の み
発 達 分化 し、右 卵 巣 は髄 質 の み の構 造 で 、退 縮 す る こ とが知 られ て い る の で 、卵 巣 に
つ い て は左 右 別 々 に観 察 した 。初 期 卵巣 で は左 卵 巣 よ り もむ しろ右 卵 巣 の発 現 の方 が
強 め よ う に思 わ れ た。 この 時 期 の発 現 は 、左 卵 巣 にお いて も主 に髄 質 で見 られ た 。 し
か し、左 卵巣 で は皮 質 が 分 化す る につ れ て発 現 部位 が 髄 質 か ら皮 質 に移 行 し、皮 質 構
造 の で き ない右 卵 巣 にお い て は、 発 現 が弱 ま った 。 髄 質 の構 造 は精 巣 に近 い と言 われ
て い るが 、 この こ とは初 めZOV3タ ンパ ク 質 は精 巣 、左 右 卵 巣 の 髄質 の よ うに 精 巣 的
な細 胞 で 発現 して い るが 、 後 に左 卵 巣 の分 化 が 始 まる と皮 質 、つ ま り卵 巣 的 な組 織 に
発 現 す る よ うに な る こ とを示 してい る 。 これ らの こ と は、ZOV3タ ンパ ク 質 の 発 現 と
細 胞 の分'化が相 関 して い て い る こ と を示 して お り興 味 深 く思 われ る。 また 産 卵 鶏 卵 巣
に お いて は 、穎 粒 膜 細 胞 で 比較 的弱 い発 現 が 、 外爽 膜 細胞 層 中の繊 維 芽 細 胞 で な い細
胞 で強 い発 現 が見 られた 。 ニ ワ トリの ア ロマ ター ゼ は 外 爽膜 細 胞層 中の 繊 維 芽 細 胞 で
な い細胞 で発 現 して お り、 この細 胞 は ア ロマ タ ーゼ細 胞 と名 づ け られ てい るが 、ZO.
V3タ ンパ ク質 の 発 現 もア ロマ ター ゼ細胞 で あ る可 能 性 が高 い 。全 体 に見 て 、ZOV3
タンパ ク質 を発 現 す る細 胞 は例 外 な くZOV3タ ンパ ク 質 を発 現 す る細 胞 と接 して お り、
こ の こ とは何 らか の細 胞 間 シグ ナル が伝 達 され て い る 可 能性 、 ま た は細胞 の 成 熟 にZ
OV3タ ンパ ク質 が 関 わ る こ と を示 唆 して 興味 深 い。
最 後 に、ZOV3タ ンパ ク質 が細 胞 の 物 理 的接 着 に 関 わ るか 否 か で あ る が 、今 回 のN
T領 域 抗血 清 はZOV3の ア ミノ末 端 域 を認 識 して い る ため 細胞 接 着 に影 響 しな か った
こ とが考 え られ る。 実 際 、詳 細 に細 胞 接 着 に関 わ る ア ミ ノ酸 を 同定 したN-CAMの 例
で は 、第3番 目の免 疫 グ ロ ブ リ ン様 領 域 の約10アミノ 酸 残 基 に その 活 性 の あ る こ とが 示
され てい る 。ZOV3も 恐 ら く2つの免 疫 グ ロブ リ ン様 領 域の うち の ど こか に そ の 活性
が あ る と予想 され る が、 この解 析 は 今後 の研 究 課題 で あ る。
今 後 は 、ZOV3ホ モ ロー グが ニ ワ トリ以外 の 鳥類 や 哺 乳類 な どに も存 在 して い るか
否 か に興味 が持 た れ る。 そ うであ れ ば 、そ の 遺 伝子 構 造 を破 壊 した トラ ンス ス ジ ェニ
ックマ ウス の作 成 に よ り、将 来、 生殖 腺 初 期 発 生 に お け るZOV3の 機 能 が さ らに 明 ら
か に され る もの と思 われ る。
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ニ ワ トリにお け るZOV3mRNAの 発 現 は 卵巣 で特 に強 く、精 巣 で は弱 く、副 腎 、
腎臓 、脾 臓 で は微 弱 で あ り、 主 要 な サ イ ズ は約4.8kbであ っ た。
ZOV3の 主 要 なmRNAは 、 約630bの5'非翻 訳 領 域 を有 す る もの で あ っ た。
ZOV3タ ンパ ク 質 は 、産 卵 鶏卵 巣 細胞 に お い て 糖鎖 の付 加 され た膜 タ ンパ ク 質 と
して存 在 した 。
ZOV3タ ンパ ク 質 は 、初 代 培養 穎粒 膜 細 胞 に 対 す る 間接 蛍 光 抗 体 法 に よ って も細
胞 膜 で の発 現 が 示 され た 。
生 殖 腺 分 化 過程 でZOV3タ ンパ ク質 は初 め 、 精 巣 、左 右卵 巣 の 髄質 様 部 分 で発 現
した が 、卵 巣 分化 に伴 い 発 現 部位 は皮 質 に 移行 し、卵 胞 形 成 時 に は、 穎粒 膜 細 胞
と外 爽 膜 細胞 層 の一部 で発 現 した 。 精 巣 で の発 現 は次 第 に低 下 し、 成熟 精 巣 で は 、
発 現 は認 め られ な くな っ た。 初 期卵 巣 で は 始原 生 殖 細 胞 と思 わ れ る大 型 の 細胞 で
特 に 強 い発 現 が 認 め られ た。
ア ミノ末 端 域 を抗 原 と して得 た抗 血 清(NT領 域 抗 血 清)に よ って は、 ニ ワ トリ初 代
顯 粒 膜 細 胞 の 接 着 は 阻害 され なか った 。
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論 文 審 査 の 要 旨
鳥類の性染色体構成は雄(ZZ),雌(ZW),でZ染色体は雌雄共通の比較的大型の染色体であ
る。ニワトリのZ染色体上には遺伝的連関分析により約20種類の遺伝形質がこれまでにマップさ
れているが,分子 レベルで解析された遺伝子は数種類に過ぎない。本研究の対象であるZOV3遺
伝子は著者の所属する研究室で1993年にニワトリ初期卵巣のcDNAライブラリーからクロー二γ
グされたもので,著者もその研究に参画して,Z染 色体短腕中部に局在する新規の免疫 グロブリ
ンスーパーファミリータンパク質の遺伝子であることが蛍光insituハイブリダイゼーションと塩
基配列決定により明らかにされたものである。
本研究で著者はこの新規遺伝子の発現産物であるZOV3タンパク質の機能を解析 した。先ず,
.ニワトリ卵巣のcDNAライブラリーから新たにい くつかのZOV3cDNAクローンを得て,5'末
端側の塩基配列を決定し,先に得られたクローンよ・り5'側に241ヌクレオチ ド伸長 したクロー
ンの存在を示 したが,翻 訳開始点以後は同 じ構造であることからZOV3mRNAの翻訳領域の配
列を確定 した。次に,ノーザンプロット解析によりZOV3mRNAの発現が卵巣 と精巣にほぼ限ら
れること,成熟した組織で較べる限 り発現量ぽ卵巣の方が精巣より著しく多量であることを明ら
かにした。
生殖腺特異的に発現する免疫グロブリンスーパーファミリー遺伝子はこれまで知られていない
ことから,ZOV3のタンパク質としての機能に興味がもたれた。そこで大腸菌にZOV3cDNAの
異なった領域を導入,発現させ,生産 されたポリペプチ ドを精製 してマウスに免疫 した。得られ
たZOV3のN末側,C末 側に対するそれぞれ特異的なポ リクローナル抗体を用いて,先ず,ニ ワ
トリ卵巣の穎粒膜細胞での発現部位をウエスタンブロット法で調べ,ZOV3が膜画分に局在する
糖タンパク質であることを示 した。次に培養 した穎粒膜細胞に間接蛍光抗体法を適用 して,
ZOV3が細胞と細胞の接着部位の細胞膜に顕著に局在することを確認 した。 さらに間接蛍光抗体
法を初期卵巣,精巣,成 熟過程の卵巣,精巣の組織切片に適用した。その結果,ZOV3タンパク
質は生殖腺分化過程で初め精巣,卵巣の髄質様部分で発現するが,卵巣分化に伴い発現部位は皮
質に移行し,卵胞形成時には穎粒膜細胞 と外爽膜細胞層の一部で発現すること,精巣での発現は
次第に低下 し,成熟精巣では認められなくなることが示された。
以上のように本研究により,ニワトリZ染色体上に見出されたZOV3遺伝子が発現 してタンパ
ク質として機能することが確認され,さ らに初期生殖腺の分化,卵 巣卵胞の形成に細胞膜糖タン
パク質として関与することが強 く示唆されたことは興味深い発見 と考えられ,審 査員一同,著者
は博士(農学)の 学位を授与されるに充分の資格を有すると判定 した。
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